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Sekundarne strukture DNA v topilih z različno dielektrično konstanto 
Povzetek 
V celicah nastajajo brezmembranski organeli, ki predstavljajo ločeno tekočinsko fazo, 
sestavljeno iz proteinskih verig. Ta okolja so po dielektričnosti podobna organskim 
topilom, kot sta acetonitril in DMSO. V teh organelih se dvojna vijačnica DNA lahko 
razvije, strukture enoverižnih nukleinskih kislin pa se stabilizirajo. Z mešanicami topil 
acetonitril/voda in DMSO/voda smo posnemali dielektričnost okolja znotraj 
brezmembranskih organelov in opazovali vpliv na sekundarno strukturo DNA. Uporabili 
smo 17 baznih parov dolge komplementarne DNA verige. Z NMR spektroskopijo smo 
opazovali vpliv naraščajočega deleža organskih topil na vodikove vezi znotraj dvojne 
vijačnice DNA. 
Pokazali smo, da tako DMSO kot acetonitril destabilizirata dvojno vijačnico DNA. DMSO 
razvije dvojno vijačnico DNA pri nižjih volumskih deležih kot acetonitril. Pri 50% 
volumskem deležu DMSO v vodi komplementarni 17-merni verigi DNA še interagirajo, a 
niso več zvite v stabilno dvojno vijačnico. V 50% volumskem deležu acetonitrila v vodi se 
DNA še zvije v dvojno vijačnico, medtem ko pri 75% deležu ni več stabilnih interakcij med 
verigami. Pokazali smo, da so v mešanici DMSO/voda bazni pari G-C stabilnejši od baznih 
parov A-T. Destabilizacija strukture DNA ni povezana z dielektričnim koeficientom 
mešanic topil DMSO/voda ali acetonitril/voda, zato sklepamo, da ključno vlogo za 
stabilnost struktur v modelnem sistemu odigrajo drugi dejavniki. 
 
Ključne besede: DNA, dielektrična konstanta, DMSO, acetonitril 
 
 
  
 
 
 
Secondary structures of DNA in solvents with different dielectric constants 
Abstract 
Cells form membraneless organelles, which define a separate liquid phase, made out of 
protein chains. These regions are by their dielectric constant similar to organic solvents 
such as acetonitrile and DMSO. In these organelles DNA double helix can unwind, while 
structures from single-stranded nucleic acids become stabilized. In this work we used 
organic solvents to mimic the dielectricity of environment inside membraneless organelles 
and observed the effect on DNA secondary structure. We used 17-mer complementary 
DNA chains. NMR spectroscopy was used to observe the effect on hydrogen bonds within 
the DNA double helix. 
We showed that both DMSO and acetonitrile destabilize DNA double helix. DMSO 
unfolds the DNA double helix at lower volumetric percentage in comparison to acetonitrile. 
In 50% (v/v) DMSO/water, complementary 17-mer DNA chains still interact, but are not 
folded into a stable DNA double helix. In 50% (v/v) acetonitrile/water DNA still folds into 
a double helix, while at 75% there are no stable interactions between the strands. We 
confirmed that in DMSO/water mixture G-C base pairs are more stable than A-T base pairs. 
Dielectricity is not the reason for DNA destabilization in DMSO/water or acetonitrile/water 
mixtures, key factor for DNA stability in our model system must be found elsewhere. 
 
Keywords: DNA, dielectric constant, DMSO, acetonitrile 
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Seznam uporabljenih kratic 
1D 1H  enodimenzionalni protonski (spekter) 
A  adenin 
C  citozin 
D2O  težka voda 
DMSO  dimetilsulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
DPFGSE ang. Double Pulse Field Gradient Spin Echo 
DUE  ang. DNA unwinding element 
FID  signal proste precesije (ang. free induction decay) 
G  gvanin 
LA  17-merna DNA veriga, ki nosi zaporedje DUE L 
LB  komplementarna DNA-veriga verige LA 
MA  17-merna DNA veriga, ki nosi zaporedje DUE M 
MB  komplementarna DNA-veriga verige MA 
mQ  ultrafiltrirana voda 
NMR  jedrska magnetna resonanca 
ppb  število delcev na milijardo (ang. parts per billion) 
ppm  število delcev na milijon (ang. parts per million) 
RNA  ribonukleinska kislina 
rpm  število obratov na minuto (ang. rotations per minute) 
T  timin 
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1 Uvod 
1.1 DNA - deoksiribonukleinska kislina 
Centralna dogma molekularne biologije, ki jo je predstavil Francis Crick leta 1958, je 
opisala smer toka genetske informacije v celicah [1]. Centralna dogma pravi, da genetska 
informacija na splošno teče iz DNA v DNA, iz DNA v RNA in iz RNA v proteine. DNA je 
torej glavna shramba genetske informacije. 
Deoksiribonukleinska kislina – DNA – je polimer iz ponavljajoče se enote fosfat-nukleozid. 
Nukleozid je sladkor 2-deoksiriboza (slika 1), na katerega je na mestu 1’ pripeta dušikova 
baza, ki je ena izmed aromatskih spojin adenin, gvanin, timin ali citozin. Adenin in gvanin 
sta purina, timin in citozin pa pirimidina. Nukleozidi se na deoksiriboznih mestih 5’ in 3’ 
povežejo preko negativno nabite fosfatne skupine s sosednjimi nukleozidi. Deoksiribozni 
mesti 5' in 3' si nista enakovredni. DNA-veriga je torej smerna molekula zaradi 
nesimetričnosti njene sladkorne enote. Ima 5'-OH konec, ki se konča s fosfatno skupino, in 
3'-OH konec, kjer je gola hidroksilna skupina deoksiriboze. Splošno privzeto je, da je smer 
od 5’ proti 3’ poglavitna smer, ker je to smer podvojevanja in prepisovanja DNA. Pri 
sintezi DNA v celicah fosfatna skupina novega nukleotida napade 3'-končno hidroksilno 
skupino nastajajoče verige. 
 
Slika 1: 2-deoksiriboza 
Strukturo DNA lahko razdelimo na primarno, sekundarno, terciarno in kvartarno. 
Primarna struktura DNA je zaporedje aromatskih baz, pripetih na ogrodje iz fosfat-
deoksiriboznih enot. Za zapis tega zaporedja uporabljamo kratice aromatskih baz A, G, T in 
C. Tako je na primer primarna struktura kratke DNA-verige, ki smo jo uporabili v 
diplomskem delu, definirana z zapisom  
5’-d(GCGATCTATTTATTTGC)-3’. 
Sekundarna struktura DNA nam pove, katere baze se povežejo s katerimi. Baze se, razen 
določenih izjem, povezujejo v kanonične Watson-Crickove bazne pare. Adenin se poveže s 
timinom z dvema vodikovima vezema, gvanin s citozinom pa s tremi. Tem parom pravimo 
tudi komplementarni bazni pari.  
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Do nenavadnih baznih parov, kot sta bazna para G-T in A-C, pride, če se baza v trenutku 
povezovanja nahaja v energijsko manj ugodnem tavtomernem ali anionskem stanju, ki traja 
med mikro- in milisekundo. Taka nekanonična parjenja baz povečajo število mutacij [2]. 
Obstajajo še Hoogstenovi bazni pari, ki v dvojni vijačnici nastanejo, če se purina adenin ali 
gvanin zarotirata za 180° okoli vezi, s katero je baza pripeta na deoksiribozo. Pravimo, da 
je baza šla iz anti v syn konformacijo. V Hoogstenovi konformaciji baz se tako A-T kot G-
C bazni pari povezujejo z dvema vodikovima vezema.  
Da definiramo sekundarno strukturo neke DNA strukture, potrebujemo natančen seznam 
vseh baznih parov te strukture. Recimo gvanin na mestu 1 prve verige se poveže s 
citozinom na mestu 17 druge verige, citozin na mestu 2 prve verige se poveže z gvaninom 
na mestu 16 druge verige in tako dalje. To bi se dalo krajše narediti z nekakšnim 
matematičnim zapisom, še bolj uporaben pa je grafični prikaz vseh povezav. Ni nujno, da 
se določena baza molekule DNA nahaja v baznem paru, lahko je tudi nepovezana. Ravno 
prehajanje baznih parov iz povezanega v nepovezano stanje in nazaj je tisto, kar omogoči 
DNA, da igra vlogo centralne molekule življenja. 
Dvojna vijačnica DNA, v kateri je vsaka baza povezana s komplementarno bazo druge 
verige, je osnovna sekundarna struktura, ki omogoča shranjevanje genetskih informacij. 
Verigi sta antiparalelni, ena poteka v smeri od 5' proti 3', druga pa je na njo naložena v 
smeri od 3' proti 5'. Da bi se določen gen prepisal, je potrebno, da se povezave med 
komplementarnimi bazami porušijo – da se DNA na določenem mestu odpre. Ko je 
prepisovanje tu končano, se lahko baze spet povežejo, odpreti pa se morajo baze, ki so po 
verigi naprej od že prepisanih. Tu se lahko zamislimo nad jakostjo sil, ki držijo dve verigi 
DNA v obliki dvojne vijačnice; če bi sile bile šibkejše, bi bila dvojna vijačnica manj 
stabilna in bi se odpirala tudi, ko to ne bi bilo potrebno, če pa bi bile močnejše, bi celice 
težje dostopale do genetskih informacij. 
Druga najenostavnejša sekundarna struktura DNA je lasnična zanka (ang. hairpin), to je 
veriga DNA, ki je povezana sama s sabo. Taka struktura izkoristi možnost nepovezovanja 
baznih parov, da na tem mestu obrne verigo. To se zgodi zaradi njene primarne strukture, v 
kateri imajo vse baze svojo komplementarno bazo, razen tistih na mestu obrata. V naravi 
bomo DNA večinoma našli v strukturi dvojne vijačnice; lasnične zanke so po navadi 
podenote kompleksnejših struktur RNA, na primer tRNA. 
DNA vijačnica je stabilnejša struktura od sorodne RNA. Nekatere modifikacije, ki v dvojni 
vijačnici DNA povzročijo nastanek stabilnih Hoogstenovih baznih parov, dvojno vijačnico 
RNA porušijo. Te modifikacije so na primer alkilacije gvanina in adenina. Pri dvojni 
vijačnici DNA so take modifikacije nezaželene, vendar ne porušijo povezav med baznimi 
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pari, pri RNA pa se aktivno uporabljajo in omogočijo natančnejši nadzor nad strukturo in 
funkcijo RNA [3].  
Sekundarna struktura – vzorec povezovanja baz – omejuje nabor možnih terciarnih struktur. 
Terciarna struktura DNA je njena 3D-oblika. Dvojna vijačnica DNA v naravi obstaja v 
treh različnih oblikah, A-DNA, B-DNA in Z-DNA. B-DNA je najpogostejša terciarna 
struktura DNA v naravi, ki sta jo leta 1953 odkrila Watson in Crick s pomočjo rentgenskih 
posnetkov [4]. V fizioloških pogojih je taka struktura najbolj stabilna, zato večkrat sploh ne 
pišemo B-DNA, ampak samo DNA. Gre za desnosučno dvojno vijačnico, ki naredi poln 
obrat vsakih 10,4–10,5 baznih parov, razdalja med njenimi baznimi pari pa je 3,4 Å. Njene 
baze so povezane v Watson-Crickove bazne pare. B-DNA se lahko upogiba, torzijsko zvija 
in v majhni meri razteguje. Definicija terciarne strukture ni striktna in dovoli take 
spremembe. Ko se dolga B-DNA dvojna vijačnica zvije, da se omeji na prostornino, ki jo 
zajema celično jedro z 10.000-krat manjšim premerom od dolžine celotne DNA, je njena 
terciarna struktura še vedno B-DNA.  
A-DNA konformacija ima širšo in kompaktnejšo strukturo, njeni bazni pari pa ne potekajo 
skozi os vijačnice. Če bi pogledali vzdolž njene osi, bi videli praznino, okoli katere se vrtijo 
bazni pari. A-DNA konformacija nastane, če iz okolice B-DNA odstranimo vodo – če jo 
dehidriramo. Interakcije s topilom torej vplivajo na obliko DNA. Z-DNA pa je dobila ime 
po svoji cik-cak obliki. In vivo se lahko nek odsek B-DNA spremeni v obliko Z-DNA, če je 
na tem delu veliko ponovitev GC in dovolj velika torzijska sila. 
DNA dvojne vijačnice imajo dva žleba, to je dve površini ločeni s fosfat-deoksiriboznima 
verigama. B-DNA ima en velik in en mali žleb. Nekateri proteini lahko prepoznajo DNA-
zaporedja tako, da se preko medmolekulskih sil vežejo na baze v velikem in malem žlebu. 
Vsak bazni par ima v žlebih izpostavljen določen vzorec, sestavljen iz atomskih enot 
donorja ali akceptorja H-vezi, metilne skupine, vodika. Protein se močneje veže samo na 
zaporedje, ki ima pravilen vzorec. Ker sta žleba različna, proteini lahko razlikujejo tudi 
med baznima paroma G-C in C-G. Oblika molekule DNA, njena terciarna struktura, torej 
vpliva na njeno biološko uporabnost. 
Na njeno obliko pa vplivajo med drugim nenavadni bazni pari. V DNA dvojni vijačnici je 
verjetnost nastanka kratkoživega Hoogstenovega baznega para odvisna od zaporedja baz. 
Odsek DNA, na katerem je ta verjetnost večja, bo začasno imel bolj razrahljano strukturo. 
Takih odstopanj od navadne B-DNA strukture ne najdemo na naključnih mestih, pojavijo 
se na primer pri vezavnih mestih za transkripcijske faktorje. Obstaja možnost, da so 
zaporedja, ki to povzročijo, pogosta. V tem primeru DNA-vijačnica “diha” – na določenih 
mestih za trenutek spremeni obliko iz kompaktne B-DNA v bolj ohlapno strukturo in nazaj. 
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Tak vzorec spreminjanja oblike bi lahko vplival ne samo na to, kateri proteini se bodo 
vezali, ampak tudi kako pogosto se bodo vezali v nekem času. [5] 
Zaporedje baz vpliva tudi na prožnost dvojne vijačnice. Naredili so poskus, kjer so 4 bazne 
pare v vezavnem mestu proteina HPV E2, ki pri interakciji s proteinom ne sodelujejo 
neposredno, spremenili iz A/T bogate regije v G/C bogato regijo. Afiniteta do proteina se je 
zmanjšala za več kot stokrat. Te spremembe v zaporedju so inhibirale vezavo proteina 
zaradi zmanjšanja prožnosti DNA. [6] 
Dvojna vijačnica DNA se lahko spremeni tudi v drastično drugačne strukture, na primer v 
Hollidayevo križišče, ki nastane pri rekombinaciji genetskega materiala dveh DNA dvojnih 
vijačnic v procesu spermatogeneze, ali pa v G-kvadruplekse na koncih kromosomov, to so 
strukture, v katerih se med sabo povežejo štirje gvanini. 
Kvartarna struktura DNA nam pove, kako je DNA povezana z drugimi 
makromolekulami. Da se človeška kromosomska DNA stlači v prostornino celičnega jedra, 
se ovije okoli proteinov histonov, pri čemer dobimo strukturo, ki je podobna ogrlici, v 
kateri so histonske kroglice povezane s kratkimi odseki DNA. Taka struktura se s pomočjo 
ogrodnih proteinov zloži v še večjo in kompaktnejšo superstrukturo, kromatinsko vlakno. 
Somatska človeška celica ima 23 parov kromatinskih vlaken. Kromatinska vlakna so na 
nekaterih mestih bolj na drugih pa manj kompaktna, odvisno od aktivnosti genov, ki so tam 
zapisani. 
  
5 
 
1.2 Stabilizacija DNA 
Glavna sila, ki stabilizira dvojno vijačnico DNA, je vodikova vez med baznimi pari. Po 
definiciji je vodikova vez elektrostatična sila med vodikom, vezanim na močno 
elektronegativen atom, in drugim močno elektronegativnim atomom, ki se nahaja v bližini. 
Vodik je donor vodikove vezi, elektronegativni atom, ki se nahaja v bližini, pa je akceptor 
vodikove vezi. G-C bazni pari se v kanonični Watson-Crickovi konformaciji povezujejo s 
tremi vodikovimi vezmi, G ima dva donorja vodikove vezi in en akceptor, C pa dva 
akceptorja vodikove vezi in enega donorja. A-T bazni pari se povezujejo z dvema 
vodikovima vezema, vsaka baza ima en donor in en akceptor vodikove vezi. 
V Watson-Crickovih baznih parih je pri 25 °C povprečna energija vezi G-C baznega para –
23,8 kcal/mol, energija vezi A-T baznega para pa –11,8 kcal/mol. Kvantno mehanski 
modeli so pokazali, da pri vodikovih vezeh med baznimi pari DNA pride do dveh dodatnih 
efektov, ki vezi ojačajo. Orbitale donorja in akceptorja vodikove vezi interagirajo, zato 
prihaja do začasnega prenosa naboja. Drugi efekt, ki ima manjši vpliv, je polarizacija π-
elektronskega oblaka. Ta efekta stabilizirata DNA in skrajšata razdaljo med bazami [7]. 
Naslednja sila, ki stabilizira dvojno vijačnico DNA, je π-π interakcija. DNA-baze so 
aromatske, imajo obroče iz ogljikovih in dušikovih atomov v sp2-hibridizaciji. V sp2-
hibridizaciji imata ogljik in dušik 3 sp2-orbitale in eno p-orbitalo. V aromatskih spojinah 
pride do medsebojne interakcije vseh p-orbital atomov obroča, pri čemer nastane ena 
skupna elektronska π-orbitala, ki ima pri šestčlenskem obroču obliko dveh prstanov pod in 
nad atomskim obročem. 
π-orbitala ene aromatske baze privlači π-orbitalo aromatske baze, ki je na njo naložena, to 
je sosednja aromatska baza na isti verigi. π-orbitali se privlačita z Londonovo disperzijsko 
silo. Do te šibke sile pride, ker so elektroni v gibanju in ustvarjajo začasno polarizacijo  
elektronskih oblakov, ki se zaradi tega privlačijo. 
DNA-veriga je polianionska struktura; fosfatne skupine, ki povezujejo nukleozide, so 
negativno nabite. Dve negativno nabiti verigi se ne bi povezali v dvojno vijačnico, zato 
morajo elektrostatični odboj med negativno nabitimi kisiki fosfatnih skupin senčiti kationi. 
V diplomskem delu smo uporabili Na+ ione. 
1.3 Električni dipol, dielektrična konstanta 
Električni dipol p dveh enakih nabojev z različnima predznakoma -q, +q, ki sta oddaljena 
za razdaljo d je 
𝑝 = 𝑞𝑑     (1) 
Za električni dipol uporabljamo enoto Debye - D, ki ni del SI sistema enot.  
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Molekule lahko imajo dipolni moment zaradi elektronegativnih atomov, ki zamaknejo 
elektronski oblak, ali pa zaradi rezonančnih struktur kot na primer pri ozonu, ki ima dipol 
0,53 D, kljub temu da je sestavljen samo iz atomov kisika. 
Prisotnost atomov z različno elektronegativnostjo ne zagotovi, da je dipolni moment 
celotne molekule različen od nič. To se zgodi pri CO2, zaradi njegove linearne strukture je 
vektorska vsota dipolnih momentov dvojnih vezi ogljik-kisik nič. 
Pri tem raziskovalnem delu smo kot topila uporabljali mešanici voda-DMSO in voda-
acetonitril. 
 
Slika 2: Strukturna formula 
acetonitrila (dipolni moment 3,92 D, 
dielektrična konstanta 35,8 [8]).  
 
Slika 3: Strukturna formula 
dimetilsulfoksida (dipolni moment 
3,96 D, dielektrična konstanta 47,3 
[9]). 
 
Acetonitril je dipolna molekula zaradi elektronegativnega dušika v trojni vezi CN, 
dimetilsulfoksid pa zaradi elektronegativnega kisika v dvojni vezi SO. 
Dipolni moment je lastnost molekule, dielektričnost pa je lastnost topila oziroma skupka 
molekul, da se orientirajo v zunanjem električnem polju. Povezava med dipolnim 
momentom molekule in dielektričnostjo topila ni enostavna, saj je pri dielektričnosti 
pomembna tudi zmožnost molekule, da se v zunanjem električnem polju orientira, kar 
lahko preprečujejo medmolekulske vezi, geometrija molekul in termodinamično gibanje teh 
molekul. Večji dipol torej ne pomeni nujno večje dielektrične konstante. 
1.4 Brezmembranski organeli 
Biokemijske reakcije imajo pogosto različne potrebe po topilu, zato so celice skozi 
evolucijo razvile več strategij segregacije topila. Pogoste so membrane, ki na primer 
lizosomom omogočijo vzdrževanje kislega pH, ločenega od nevtralnega citosola. Poleg 
obdajanja dela vodnega okolja z membrano lahko v celicah nastanejo tudi brezmembranski 
organeli, kot so jedrca, Cajalova telesca in granule RNA. 
Brezmembranski organeli se lahko uporabljajo kot filtri, v celičnem jedru se na primer 
nahaja jedrce, ki preprečuje vstop kromatina, v citosolu pa so pristona P-telesca, ki 
koncentrirajo RNA. Naredili so tudi umetne brezmembranske organele iz proteina Ddx4. 
Dvojne vijačnice DNA, dolge 20 baznih parov ali več, niso vstopale v notranjost teh 
organelov. Vstopale so lahko samo krajše dvojne vijačnice DNA in enoverižne DNA in 
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RNA, dolge do 40 baznih parov. V organele so lažje vstopale enoverižne DNA in RNA, ki 
so imele sekundarno strukturo, kot pa nestrukturirane verige DNA in RNA [10]. 
Protein Ddx4, ki ima nekaj sto aminokislin dolge intrinzično neurejene regije, lahko tvori 
brezmembranske organele in vivo in in vitro. Ta telesca se stabilizirajo preko vzorca 
elektrostatičnih interakcij in interakcij kation-π med argininom in fenilalaninom. Interakcije 
so zelo občutljive na temperaturo, ionsko moč in metilacijo argininov. Brezmembranski 
organeli se zato tvorijo in razpadajo v odvisnosti od okolja [11]. 
 
1.5 NMR 
Jedrska magnetna resonanca (NMR, ang. nuclear magnetic resonance) je spektroskopska 
metoda, ki jo pogosto uporabljajo organski kemiki, da preverijo strukturo sintetizirane 
spojine. NMR uporablja efekt orientiranja magnetnega momenta atomskega jedra v 
zunanjem magnetnem polju. Vsa jedra niso NMR aktivna, aktivna so samo tista, ki imajo 
magnetni moment različen od nič. Neničelni magnetni moment imajo tista jedra, ki imajo 
liho število protonov in/ali liho število nevtronov. Torej so NMR neaktivna jedra tista, ki 
imajo sodo število protonov in sodo število nevtronov, na primer 4He ali 16O. Atom, ki je 
NMR aktiven in je najpogostejši atom organskih spojin, je 1H. Glavni izotop ogljika 12C, ki 
ga je v naravi 98,9%, je NMR neaktiven, kar je po eni strani prednost, saj lahko to 
izkoristimo pri sintezi spojin, ki imajo na določenem mestu NMR aktiven 13C. Pri tako 
označeni spojini bomo enostavno ugotovili, kateri signal v spektru pripada temu atomu. 
NMR inštrument uporablja zelo močen magnet, ki je superprevodna tuljava, ohlajena na 
temperaturo pod 6 K in skozi katero teče električni tok. Tako nizko temperaturo dosežemo 
s tekočim helijem. Pri taki temperaturi upornost žice pade na nič, zato enkrat, ko je tok v 
magnetu vzpostavljen, ni več potrebe po električni energiji [12]. Močnejši kot je magnet, 
boljše bo razmerje signal/šum. Natančnost meritev je odvisna tudi od homogenosti 
magnetnega polja. Z vnosom vzorca nanjo vplivamo, zato se ob vzorcu nahajajo električne 
tuljave, s katerimi popravimo homogenost polja. 
NMR aktivna jedra imajo določeno žiromagnetno konstanto γ, ki nam pove, kako hitro 
bodo ta jedra precesirala v magnetnem polju B. Frekvenci precesije jeder se reče tudi 
Larmorjeva frekvenca 𝜈. 
𝜈 =  −
1
2𝜋
𝛾𝐵     (2) 
Moč magneta, od katere je odvisna kvaliteta spektrov, se po navadi ne izrazi v teslah, ki je 
enota za moč magnetnega polja, ampak v frekvenci precesije, ki jo ima v takem magnetnem 
polju vodikov proton. Žiromagnetna konstanta vodikovega protona je 267,5×105 rad s-1 T-1, 
zato je po enačbi (2) v 900 MHz spektrometru magnet jakosti 21,1 T. V tako močnih in 
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homogenih magnetnih poljih magnetni momenti jeder hitro precesirajo okoli osi, ki je 
vzporedna magnetnemu polju. Lahko precesirajo tako, da povprečni magnetni moment kaže 
v smeri magnetnega polja, kar predstavlja nižje energijsko stanje α z energijo 𝐸𝛼 = +
1
2
𝜈ℎ, 
lahko pa precesirajo tako, da povprečni magnetni moment kaže v nasprotni smeri 
magnetnega polja, kar predstavlja višje energijsko stanje β z energijo 𝐸𝛽 = −
1
2
𝜈ℎ. Število 
spinskih stanj α je samo za odtenek večje od števila stanj β, recimo 1.000.100 : 1.000.000. 
Če bi bili ti številki enaki, bi bila vsota magnetnih momentov jeder enaka nič, zaradi 
majhne razlike pa je usmerjena v smeri zunanjega magnetnega polja. 
Tuljava ob vzorcu naredi močan RF pulz, ki poravna jedra, da precesirajo skupaj; vsa 
kažejo v isto smer. Posamezna magnetna polja jeder se seštejejo v merljivo rotirajoče se 
magnetno polje, ki inducira električno napetost v isti tuljavi. Čez sekundo ali dve 
individualna jedra niso več v fazi in makroskopski signal izgine. Ta odmev RF pulza, ki ga 
zaznamo v tuljavi, se imenuje FID in vključuje vse resonančne frekvence jeder vzorca. S 
pomočjo Fourierjeve transformacije detektirani signal FID iz časovnega spektra pretvorimo 
v frekvenčni spekter [13]. 
Pojavu razlik v resonančnih frekvencah istovrstnih jeder (𝜈) v različnih kemijskih spojinah, 
do katerega pride zaradi razlik v lokalni elektronski gostoti, pravimo kemijski premik. 
Podajamo ga kot relativni kemijski premik 𝛿𝑝𝑝𝑚 glede na frekvenco standarda (𝜈𝑠). Je brez 
enote, izražamo ga v številu delcev na milijon (ang. parts per million, ppm). 
𝛿𝑝𝑝𝑚 = 10
6 𝜈−𝜈𝑠
𝜈𝑠
     (3) 
Elektroni v močnem magnetnem polju krožijo tako, da ustvarjajo magnetno polje, ki 
nasprotuje zunanjemu magnetnemu polju. Pravimo, da je jedro senčeno z elektronskim 
oblakom. Efektivno magnetno polje B𝑒𝑓, ki ga čuti jedro, je razlika med zunanjim 
magnetnim poljem B in magnetnim poljem elektronov B𝑒. 
B𝑒𝑓 =  B −  B𝑒     (4) 
Na B𝑒𝑓 vpliva tudi skalarna sklopitev med sosednjimi vodikovimi jedri. Predstavljajmo si 
dva vodika, Ha in Hb, na sosednjih C atomih organske molekule (HaC-CHb) z različnimi 
kemijskimi premiki. Magnetno jedro Hb je lahko poravnano z ali proti magnetnemu polju 
spektrometra. Če je usmerjeno v isti smeri (stanje α), bo v okolici ustvarjalo svoje 
magnetno polje B𝑗, ki nasprotuje magnetnemu polju spektrometra, posledično dobimo 
manjše B𝑒𝑓. Če je usmerjeno proti (stanje β) njemu, bo B𝑒𝑓 večje. Ker je približno 50% Hb 
jeder v stanju α in 50% v stanju β, se bo vpliv na B𝑒𝑓 jedra Ha v spektru pokazal kot dublet. 
Jedro Hb bo izkusilo enak vpliv zaradi jedra Ha. Ta efekt se prenaša samo preko vezi in 
običajno na zelo majhni razdalji – 3 vezi ali manj [13]. 
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Enačbo za efektivno magnetno polje lahko izboljšamo: B𝑗 je (pozitivno ali negativno) 
magnetno polje, ki ga čuti vodikovo jedro od bližnjih vodikov pri določenem spinskem 
stanju. 
B𝑒𝑓 =  B −  B𝑒 + 𝐵𝑗     (5) 
Opisane pojave bi razložili na primeru 1H NMR spektra molekule etanola (slika 4). Etanol 
CH3CH2OH ima 3 kemijsko neenakovredne vodike. Vodiki metilne skupine bodo 
absorbirali in oddali elektromagnetno valovanje pri nižji frekvenci kot vodiki metilenske ali 
hidroksilne skupine, ker so bolj senčeni. Ob tem so vodiki metilne skupine pod vplivom 
spinskega stanja dveh vodikovih jeder metilenske skupine. Spinska stanja metilenske 
skupine so lahko αα, αβ, βα ali ββ, kjer sta podčrtani stanji αβ in βα enakovredni. Na NMR 
spektru bomo dobili triplet z razmerjem površin 1 : 2 : 1. Vodiki metilenske skupine pa so 
pod vplivom spinskega stanja treh vodikov metilne skupine, ki je lahko eno izmed osmih 
stanj: ααα, ααβ, αβα, βαα, αββ, βαβ, ββα ali βββ. Podčrtana spinska stanja so enakovredna, 
zato dobimo kvartet z razmerjem površin 1 : 3 : 3 : 1. 
 
Slika 4: 1D 1H NMR spekter etanola 
Grobo rečeno nam da vsak signal tri pomembne podatke: kemijski premik vodika nam pove 
njegovo kemijsko okolje, recimo funkcionalno skupino, oblika nam pove, koliko drugih 
vodikov je v njegovi bližini, površina signala pa je premosorazmerna s številom jeder. Na 
primer metilna skupina ima tri vodike, metilenska pa dva, zato bo pri etanolu razmerje 
površin metilnega tripleta in metilenskega kvarteta 3 : 2. 
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1.6 NMR spektroskopija DNA verig 
DNA-bazi G in T imata iminski proton, ki je v DNA dvojni vijačnici donor vodikove vezi v 
Watson-Crickovih baznih parih (sliki 5 in 6). 
 
Slika 5: G-C bazni par z označeno iminsko skupino 
 
Slika 6: A-T bazni par z označeno iminsko skupino 
1D 1H NMR spekter dvojne vijačnice DNA zaradi teh protonov kaže singlete pri 
kemijskem premiku 12–14 ppm. Temu intervalu kemijskih premikov pravimo imino 
območje (slika 7, A). 
Kemijski premik je tako visok zaradi elektronegativega dušika v baznem paru, ki je 
akceptor vodikove vezi, in še bolj polarizira iminsko vez N-H. Imino vodik je zato manj 
senčen z elektronskim oblakom in precesira pri višji frekvenci – ima višji kemijski premik.  
V vsakem trenutku ima DNA v topilu določeno ravnotežje zvitih, delno zvitih in nezvitih 
molekul (meja med njimi ni ostra). Ko se zaradi pogojev topila ravnotežje premakne od 
večino zvitih stanj k delno zvitim in nezvitim stanjam, začnejo signali v imino območju 
izgubljati intenziteto in postajati širši. Ko so skoraj vse molekule v nezvitem stanju, v imino 
območju več ne opazimo signalov. 
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V 1D 1H NMR spektru pri DNA opazujemo tudi območje aromatskih protonov (slika 7, B), 
na intervalu od 6,5 do 8,5 ppm in območje metilnih protonov na intervalu od 1 do 2 ppm 
(slika 7, C). Signali v teh dveh območjih so nekoliko manj odzivni na strukturiranost DNA. 
Poleg tega so v spektru vidni tudi signali protonov na ribozi. 
 
Slika 7: 600 MHz 1H NMR spekter L dvojne vijačnice v pufru (pH = 7,5) pri 25 °C, z označenimi značilnimi regijami. 
A: imino območje B: aromatsko območje C: metilno območje 
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2 Namen dela 
V celicah lahko pride do lokalne kondenzacije nekaterih bioloških polimerov, ki vodi v 
nastanek ločenih faz. Zaradi specifične kemijske sestave teh tvorb in omejene prehodnosti 
med njimi in obdajajočim vodnim okoljem jih lahko pojmujemo za ločene celične 
strukture, za katere se včasih uporablja tudi izraz brezmembranski organeli. Zanje je 
značilno okolje, ki se po lastnostih topila znatno razlikuje od vode, in je po dielektričnosti 
bolj podobno nekaterim organskim topilom, kot sta DMSO in acetonitril. V diplomski 
nalogi smo z uporabo teh topil posnemali dielektričnost okolja znotraj brezmembranskih 
organelov in preverili njihov vpliv na dvojno vijačnico DNA. 
Predpostavili smo, da bosta DMSO in acetonitril destabilizirala dvojno vijačnico pri 
različnih koncentracijah. Pričakovali smo, da bomo s primerjanjem dielektričnih konstant in 
dipolnih momentov DMSO in acetonitrila lahko sklepali o vplivu teh lastnosti na stabilnost 
dvojne vijačnice DNA. 
2.1 Modelni sistemi 
V diplomskem delu smo kot modelne sisteme uporabili 17 baznih parov dolge verige DNA, 
natančneje dva para komplementarnih zaporedij, ki smo jih poimenovali LA in LB ter MA 
in MB. LA in LB vsebujeta zaporedje DUE L, dolgo 13 baznih parov, na obeh koncih 
obdano z dvema G-C baznima paroma. DNA verigi MA in MB sta komplementarni, 
vsebujeta 13 baznih parov dolgo zaporedje DUE M, obdano z obeh strani z dvema G-C 
baznima paroma. G-C bazni pari, ki se povežejo močneje kot A-T bazni pari, zmanjšajo 
efekt odpiranja DNA dvojne vijačnice na koncih (ang. end fraying). 
Kratici DUE L in DUE M se nanašata na levi (ang. left) in srednji (ang. middle) DUE (ang. 
DNA-unwinding element). To sta 13 baznih parov dolgi zaporedji na mestu oriC 
kromosoma bakterije E. coli. Obstaja še zaporedje DUE R (ang. right), ki ga v diplomskem 
delu nismo raziskovali. Zaporedja DUE R, M, in L so zanimiva, ker so to zaporedja, pri 
katerih se začne razvijati kromosom E. coli med procesom podvajanja. Zaporedja so blizu 
skupaj, ločujejo jih samo dva ali trije bazni pari, in se ne ponovijo nikjer drugje v 
kromosomu. Na izbranih zaporedjih sta dinamiko odpiranja baznih parov v vodni raztopini 
raziskovala D. Coman in I. M. Russu [14]. 
Primarne strukture uporabljenih DNA verig so: 
LA: 5'-d(GCGATCTATTTATTTGC)-3' 
LB: 3'-d(CGCTAGATAAATAAACG)-5' 
MA: 5'-d(GCGATCTGTTCTATTGC)-3' 
MB: 3'-d(CGCTAGACAAGATAACG)-5' 
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3 Materiali in metode 
Čiščenje vzorcev 
Uporabljene DNA verige smo kupili pri Metabion international AG. Vzorci DNA so imeli 
neželene zaščitne skupine, ki se uporabljajo pri sintezi DNA verig in so kovalentno vezane 
na aromatske baze. Zaščitne skupine smo odstranili tako, da smo posameznemu vzorcu 
DNA, ki je bil raztopljen v od 0,5 do 1 mL ultrafiltrirane vode, mQ, dodali 3–5 mL NH4OH 
in pustili pri temperaturi 55 °C preko noči. 
NH4OH smo z vzorca odstranili s 3-kratnim rotavapiranjem. Vzorec smo nato prenesli v že 
sprane centrifugalne filtre Amicon proizvajalca Sigma-Aldrich, z mejo prepustnosti 3kDa. 
Same filtre smo pred tem spirali z 10% etanolom 15 min pri 5500 rpm, nato še 2- do 3-krat 
po 15 min pri 5500 rpm z mQ. Vzorce smo očistili in koncentrirali s centrifugiranjem na 
Amicon filtrih, 4-krat 15 min pri 5500 rpm, nato 50 min pri 5500 rpm. Vsakemu smo 
dodali 50 µL mQ in 10% D2O. Njihovo čistost smo preverili s snemanjem 1D protonskih 
NMR spektrov. 
Določevanje koncentracije DNA 
Koncentracijo DNA verig smo določali na UV-spektrofotometru pri valovni dolžini 260 
nm. Koncentracijo smo merili čistim založnim raztopinam posameznih DNA verig, 
raztopljenih v mQ. Nato smo izračunali koncentracije po formuli 𝑐 =
𝐴×𝑅
𝜀×𝑙
, kjer je R faktor 
redčenja. Za izračun koncentracij smo uporabili naslednje vrednosti ekstinkcijskih 
koeficientov [15] (enota L 𝑚𝑜𝑙−1𝑐𝑚−1): εLA = 157600, εLB = 178500, εMA = 153400 in εMB 
= 175300. 
Snemanje 1D protonskih NMR spektrov 
Pripravili smo raztopine komplementarnih DNA verig v pufru in mešanicah z različnim 
razmerjem med mQ, acetonitril-d3 (Sigma-Aldrich) in DMSO-d6 (Sigma-Aldrich), v vseh 
vzorcih je bilo 10% D2O (Sigma-Aldrich). Vzorce smo 5 min greli na 80 °C. Nato smo jih 
prenesli v NMR cevke. 1D 1H NMR spektre v mešanicah mQ, D2O z acetonitril-d3 ali 
DMSO-d6 smo merili na 600 MHz Agilent Technologies DD2 NMR spektrometru s HCN 
hladno sondo pri 25 °C. Pri snemanju 1H spektrov smo uporabili naslednje vrednosti 
parametrov: nt = 128, np = 65536, sw = 14367,8 Hz in d1 = 1,5 s (nt je število snemanj, np 
je število podatkovnih točk, sw je širina spektralnega območja, d1 je relaksacijski zamik). 
Za supresijo vode smo uporabili pulzno sekvenco DPFGSE. Za preverjanje čistosti DNA 
verig smo uporabili 300 MHz Agilent Technologies DD2 NMR spektrometer z ID/PFG 
sondo. 
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Kemijske premike, intenzitete ter širine signalov smo določili s programom Mestrenova, z 
orodjem Auto Peak Picking. 
Kemijski premiki v mešanicah DMSO/voda oz. acetonitril/voda so referirani glede na 
signal rezidualnih protonov DMSO-d6 (2,5 ppm) oz. acetonitrila-d3 (1,94 ppm). Kemijski 
premiki v vodnem pufru so referirani glede na signal protonov vode (4,8 ppm). Izbrani 
kemijski premiki DMSO, acetonitrila in H2O so kemijski premiki le teh glede na TMS. 
Pufer, topila 
Vzorce smo pripravili v 0,1 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM fosfatni pufer, n(NaH2PO4) : 
n(Na2HPO4) = 0,19. pH pufra je bil 7,5. Kot topila smo uporabili mQ, D2O (Sigma-
Aldrich), acetonitril-d3 (Sigma-Aldrich) in DMSO-d6 (Sigma-Aldrich). Acetonitril ima 
dielektrično konstanto 35,8 in dipolni moment 3,92 D. DMSO ima dielektrično konstanto 
47,3 in dipolni moment 3,96 D. Voda ima dielektrično konstanto 78,36 in dipolni moment 
1,85 D. Dielektrična konstanta 50% raztopine DMSO v vodi je pri 25 °C približno 76 [9]. 
Dielektrična konstanta 50% raztopine acetonitrila v vodi pri 25 °C je približno 59 [8]. 
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4 Rezultati 
Posneli smo 1D 1H NMR spektre DNA verig z zaporedji elementov razvijanja DUE L in 
DUE M v vodnem pufru z različnim volumskim deležem organskih topil DMSO in 
acetonitrila, ter spremljali, kako naraščajoča koncentracija organskega topila vpliva na 
delež zvite DNA in na stabilnost posameznih baznih parov.  
Na slikah 8 in 9 sta predstavljeni iminski območji 1D 1H NMR spektrov L in M dvojnih 
vijačnic DNA v pufru. Signala T13 ter T9 L dvojne vijačnice sta se ločila, kar potrjuje 
asignacijo iz članka [14]. V iminskih regijah niso vidni signali gvaninov, ki so na koncih L 
in M dvojnih vijačnic, asigniramo lahko signale petnajstih baz 17-mernih DNA verig. Do 
tega verjetno pride zaradi odpiranja končnih baznih parov (ang. end-fraying).  
 
Slika 8: Iminska regija 600 MHz 1H NMR spektra L dvojne vijačnice v pufru (pH = 7,5) pri 25 °C 
 
Slika 9: Iminska regija 600 MHz 1H NMR spektra M dvojne vijačnice v pufru (pH = 7,5) pri 25 °C 
 
Začeli smo s 50% (v/v) mešanicami acetonitril/voda, DMSO/voda. Ko smo videli, da sta 
oba para DNA verig v 50% mešanici DMSO pretežno razvita, pri 50% acetonitrilu pa 
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pretežno še vedno zvita, smo se odločili še za naslednje točke meritev: 25% 
acetonitril/voda, 75% acetonitril/voda, 20% DMSO/voda, 35% DMSO/voda.  
4.1 Dvojna vijačnica DNA v mešanicah DMSO z vodo 
V 20% in 35% volumskih mešanicah DMSO v vodi s pufrom sta se L (sliki 10 in 11) in M 
(sliki 12 in 13) dvojni vijačnici zvili. Asignacije iminske regije 1H NMR spektrov, posnetih 
v vodi, lahko prenesemo na spektra obeh DNA, tako v 20% kot v 35% DMSO. Pri L dvojni 
vijačnici, posneti v 35% DMSO, se signal G16 razširi v bazno linijo. Opazneje se 
spremenita tudi signala G2 in T12. Signal G2 se razširi v bazno linijo, signal T12 pa se 
razširi in premakne proti nižjemu kemijskemu premiku. Pri M dvojni vijačnici v 35% 
DMSO sta signala imino protonov G2 in G16 še vedno vidna. G2 in G16 sta predzadnji 
bazi verig L in M; iz spektrov sklepamo, da prihaja do odpiranja koncev in posledično 
izginjanja signalov. Kemijski premiki imino signalov v mešanicah DMSO so manjši kot v 
mešanicah acetonitrila in se bolj razlikujejo od kemijskih premikov v vodi. Z večanjem 
koncentracije DMSO se zmanjšujejo intenzitete signalov. 
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Slika 10:Iminska regija 600 MHz 1H NMR spektra L dvojne vijačnice v pufru z 20% DMSO (pH = 7,5) pri 25 °C 
 
Slika 11: Iminska regija 600 MHz 1H NMR spektra L dvojne vijačnice v pufru s 35% DMSO (pH = 7,5) pri 25 °C 
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Slika 12: Iminska regija 600 MHz 1H NMR spektra M dvojne vijačnice v pufru z 20% DMSO (pH = 7,5) pri 25 °C 
 
Slika 13: Iminska regija 600 MHz 1H NMR spektra M dvojne vijačnice v pufru s 35% DMSO (pH = 7,5) pri 25 °C 
 
Slika 14: Iminska regija 600 MHz 1H NMR spektra M dvojne vijačnice v pufru s 50% DMSO (pH = 7,5) pri 25 °C 
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Pri mešanicah 50% DMSO/voda pride do opazne spremembe v imino regiji 1H NMR 
spektrov. Pri vzorcu L dvojne vijačnice v 50% DMSO/voda s pufrom v imino regiji ne 
opazimo NMR signalov. Pri vzorcu M dvojne vijačnice v 50% DMSO/voda s pufrom pa še 
dobimo šibek signal (slika 14), ampak asignacija ni več nedvoumna. Pod temi pogoji je v 
dvoverižni obliki le še majhen delež verig, večina DNA je razvita. M dvojna vijačnica ima 
8 G-C baznih parov in 9 A-T baznih parov. L dvojna vijačnica ima 6 G-C baznih parov in 
11 A-T baznih parov. Rezultat potrjuje, da G-C bazni pari ob naraščajočem deležu 
organskih topil dvojno vijačnico stabilizirajo bolj kot A-T bazni pari. 
4.2 Dvojna vijačnica DNA v mešanicah acetonitrila z vodo 
V 25% in 50% volumskih mešanicah acetonitrila v vodi s pufrom so L (sliki 15 in 16) in M 
(sliki 17 in 18) dvojne vijačnice zvite. Asignacije lahko prenesemo iz spektrov dvojnih 
vijačnic raztopljenih v vodi. Signala G2 in G16 se zmanjšata. V 75% volumski mešanici 
acetonitrila v vodi niti pri vzorcu L niti pri vzorcu M ne opazimo NMR signalov v območju 
imino protonov; DNA vijačnici se ne zvijeta. V 25% in 50% mešanicah ostanejo signali ne-
končnih baz ostri, dinamika odpiranja baznih parov v primerjavi z vodno raztopino ni 
bistveno spremenjena. Kemijski premiki imino signalov v mešanicah acetonitrila so večji 
kot v mešanicah DMSO, in se ne razlikujejo toliko od kemijskih premikov v vodi. Signali v 
mešanicah acetonitrila so ožji kot v mešanicah DMSO, tudi ko so volumetrični deleži 
acetonitrila višji od DMSO. Z večanjem koncentracije acetonitrila postajajo signali širši.  
 
Slika 15: Iminska regija 600 MHz 1H NMR spektra L dvojne vijačnice v pufru s 25% acetonitrilom (pH = 7,5) pri 25 °C 
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Slika 16: Iminska regija 600 MHz 1H NMR spektra L dvojne vijačnice v pufru s 50% acetonitrilom (pH = 7,5) pri 25 °C 
 
 
Slika 17: Iminska regija 600 MHz 1H NMR spektra M dvojne vijačnice v pufru s 25% acetonitrilom (pH = 7,5) pri 25 °C 
 
Slika 18: Iminska regija 600 MHz 1H NMR spektra M dvojne vijačnice v pufru s 50% acetonitrilom (pH = 7,5) pri 25 °C 
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4.3 Aromatske regije 
V aromatskih regijah opazimo podoben trend, z višanjem koncentracije acetonitrila (slika 
19) ali DMSO (slika 20) se signali razširijo, DMSO jih razširi bolj kot acetonitril. V 
DMSO-ju so signali premaknjeni proti nižjim kemijskim premikom. Odsotnost podvojenih 
struktur nam pove, da ne pride do vmesnih stabilnih intermediatov. 
 
Slika 19: Aromatska regija 600 MHz 1H NMR spektra L dvojne vijačnice v pufru z acetonitrilom (pH = 7,5) pri 25 °C. 
Spekter posnet v 25% vodni raztopini acetonitrila je naložen na spekter v 50% vodni raztopini acetonitrila. 
 
Slika 20: Aromatska regija 600 MHz 1H NMR spektra L dvojne vijačnice v pufru z DMSO (pH = 7,5) pri 25 °C. 
Spekter posnet v 20% vodni raztopini DMSO je naložen na spekter v 35% vodni raztopini DMSO. 
  
22 
 
4.4 Primerjava sprememb kemijskih premikov, intenzitet ter širin signalov 
 
 
 
Slika 21: Sprememba 1H kemijskih premikov imino signalov 
L dvojne vijačnice v mešanicah acetonitril/voda in 
DMSO/voda glede na kemijske premike vodnih vzorecev. Baze 
označene z ' ležijo na komplementarni verigi. 
 
Slika 22: Sprememba 1H kemijskih premikov imino signalov 
M dvojne vijačnice v mešanicah acetonitril/voda in 
DMSO/voda glede na kemijske premike vodnih vzorecev. Baze 
označene z ' ležijo na komplementarni verigi. 
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Na osnovi primerjav spektrov smo ugotovili naslednje. 
Kemijski premiki imino signalov L dvojne vijačnice (slika 21) v mešanicah acetonitril/voda 
se pri prehodu iz 25% na 50% acetonitril zmanjšajo za timine, povečajo pa za vse gvanine 
razen G3. 
Kemijski premiki imino signalov M dvojne vijačnice (slika 22) v mešanicah 
acetonitril/voda se pri prehodu iz 25% na 50% acetonitril zmanjšajo za vse timine razen 
T13', povečajo pa za gvanine. 
Kemijski premiki imino signalov L dvojne vijačnice (slika 21) v mešanicah DMSO/voda se 
pri prehodu iz 20% na 35% DMSO zmanjšajo za timine, povečajo pa za gvanine. 
Kemijski premiki imino signalov M dvojne vijačnice (slika 22) v mešanicah DMSO/voda 
se pri prehodu iz 20% na 35% DMSO zmanjšajo za vse timine razen T13', povečajo pa za 
gvanine. 
Signala G2 in G16 pri L dvojni vijačnici v 35% DMSO in signal G16 pri M dvojni vijačnici 
v 50% acetonitrilu so odsotni, kar obrazložimo s pojavom odpiranja končnih baz. 
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Slika 23: Relativne intenzitete imino signalov L dvojne vijačnice v acetonitrilu ali DMSO z vodo. 
Baze označene z ' ležijo na komplementarni verigi. 
 
 
Slika 24: Relativne intenzitete imino signalov M dvojne vijačnice v acetonitrilu ali DMSO z vodo. 
Baze označene z ' ležijo na komplementarni verigi. 
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Slika 25: Širine imino signalov na polovični višini L dvojne vijačnice v acetonitrilu ali DMSO z vodo. 
Baze označene z ' ležijo na komplementarni verigi. 
 
 
Slika 26: Širine imino signalov na polovični višini M dvojne vijačnice v acetonitrilu ali DMSO z vodo. 
Baze označene z ' ležijo na komplementarni verigi. 
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Intenzitete imino signalov v mešanicah acetonitril/voda ali DMSO/voda (sliki 23 in 24) se z 
naraščanjem koncentracije acetonitrila ali DMSO znižujejo v naslednjem zaporedju: 25% 
acetonitril, 50% acetonitril, 20% DMSO, 35% DMSO. Za širine signalov (sliki 25 in 26) 
velja obratno. 
Pri M dvojni vijačnici v mešanicah DMSO/voda se signali nasplošno bolj prekrivajo kot pri 
drugih mešanicah, zato je trend v širini signalov težje opazen. 
Intenzitete signalov v mešanicah acetonitril/voda nakazujejo, da je tam GC bazni par 
stabilnejši od AT baznega para, v mešanicah DMSO/voda to ni očitno. 
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5 Diskusija 
V mešanicah 20% DMSO/voda, 35% DMSO/voda, 25% acetonitril/voda in 50% 
acetonitril/voda se komplementarne 17-merne DNA verige LA in LB ter MA in MB zvijejo 
v dvojno vijačnico. V vseh mešanicah je bil 0,1 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM fosfatni 
pufer. Kemijski premiki imino signalov v 1D 1H NMR spektru se niso znatno spremenili, 
zato sklepamo, da se strukture niso spremenile. Signali so bili rahlo premaknjeni, kar lahko 
razložimo s spremembo polarnosti topila. Signala iminske regije, ki sta se v mešanicah 
najbolj znižala, sta bila signala G2 in G16 tako v L kot v M dvojni vijačnici. To sta signala 
predzadnjih baznih parov koncev DNA verig. Signala sta v 35% DMSO/voda manjša kot v 
20% DMSO/voda, v 50% acetonitril/voda pa manjša kot v 25% acetonitril/voda. 
Predvidevamo, da do tega pride, ker se konci DNA verig prvi začnejo rahlo odpirati (ang. 
end fraying) [16], stabilnost dvojne vijačnice DNA se je torej na splošno zmanjšala. 
Coman in Russu sta preučila konstante odpiranj za bazne pare L in M dvojnih vijačnic [14]. 
Ugotovila sta, da so za L dvojni vijačnico konstante odpiranja baznih parov za GC pare 1-2 
velikostna razreda nižje od večine AT parov, med AT pari pa je konstanta odpiranja baznih 
parov za par 13 primerljiva z GC pari, za pare 4, 8, 9, 10, 12 in 14 so do desetkrat večje, 
para 11 in 15 pa imata bistveno večjo konstanto odpiranja. 
Naši podatki niso enako natančni, lahko pa vidimo, da so za L dvojno vijačnico intenzitete 
signalov GC parov 2 in 3 višje od AT baznih parov, da so intenzitete AT baznega para 13 
med višjimi od AT baznih parov, intenzitete AT baznega para 11 pa med nižjimi.  
Pri M dvojni vijačnici sta ugotovila, da so tudi tu konstante odpiranj za GC pare 1-2 
velikostna razreda nižje od večine AT parov, med AT pari pa je konstanta odpiranja baznih 
parov za pare 5, 9, 10, 13 do dvajsetkrat večja od GC baznih parov, para 12 in 15 pa imata 
bistveno večjo konstanto odpiranja.  
V naših spektrih lahko vidimo, da so pri M dvojni vijačnici intenzitete GC baznih parov 
višje od AT baznih parov, intenzitete signala T15 pa med nižjimi od AT baznih parov. 
Med signali timinov smo opazili velike razlike v širini in intenziteti signalov, kar kaže, da 
je stabilnost tega baznega para odvisna od zaporedja baznih parov v okolici. Coman in 
Russu [14] sta pokazala, da je stabilnost AT baznega para občutljiva na širše zaporedje 
baznih parov, medtem ko je stabilnost baznega para GC odvisna samo od neposrednega 
soseda. 
Ob povečevanju koncentracije organskih topil v spektrih nismo opazili dodatnih signalov, 
kar kaže, da v vzorcih ne prihaja do nastanka stabilnih intermediatov, ali nekanoničnih 
konformacij. Odsotnost ločenih signalov zvite in razvite oblike pri mejnih deležih 
organskih topil kaže na hitro kinetiko prehoda med enoverižnim in dvoverižnim stanjem.  
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V 50% DMSO/voda ter v 75% acetonitril/voda se DNA verige večinoma niso zvile v 
dvojno vijačnico. V imino regiji 1D 1H NMR spektrov smo pri teh pogojih opazili signale 
samo za par MA/MB, tudi v tem primeru pa nizka intenziteta in velika širina signalov 
kažejo, da je večina DNA v enoverižni obliki. Verigi MA in MB tu še delno interagirata, v 
imino regiji vidimo šibke raztegnjene signale. Pri LA in LB verigah v imino regiji ne 
vidimo nobenega signala. To pomeni, da je M dvojna vijačnica v mešanici DMSO/voda 
nekoliko stabilnejša od L dvojne vijačnice. To lahko obrazložimo z večjim deležem GC 
baznih parov M dvojne vijačnice. Iz tega lahko sklepamo, da je mešanica 50% DMSO/voda 
blizu meje, kjer postane DNA popolnoma nestrukturirana. 
Dipolni moment DMSO je 3,96 D, le malo višji od dipolnega momenta acetonitrila, ki je 
3,92 D, voda pa ima dipolni moment 1,85 D. Glede na to, da je pri 50% mešanici DMSO 
popolnoma razvil dvojno vijačnico DNA, acetonitril pa ne, samo na podlagi vrednosti 
dipolnega momenta topila ne moremo predvidevati, ali se bo DNA razvila. 
V 50% acetonitril/voda sta se komplementarni verigi v obeh vzrocih zvili v dvojno 
vijačnico, v 50% DMSO/voda pa ne. Dielektrična konstanta 50% acetonitril/voda je ~59 in 
se v primerjavi z dielektrično konstano 50% DMSO ~76 bolj razlikuje od dielektrične 
konstante vode pri 78,36. Mešanica DMSO torej močneje destabilizira DNA dvojno 
vijačnico, kljub majhni razliki v dielektrični konstanti, zato mora spremembo strukture 
razložiti drug vpliv. 
DMSO ima atom kisika, acetonitril pa atom dušika, ki sta akceptorja vodikove vezi - z 
njimi se lahko vežeta na aminske in iminske vodike baz in na ta način solvatizirata dvojno 
vijačnico. Kisik (elektronegativnost 3,44) na DMSO je bolj elektronegativen kot dušik 
(3,04) na acetonitrilu in na splošno tvori močnejše vodikove vezi, kar lahko obrazloži večjo 
destabilizacijsko moč DMSO. Tudi voda ima akceptor (in donorja) vodikove vezi, ampak 
za razliko od DMSO in acetonitrila tvori vodikove vezi sama s sabo. Tako preide v nižje 
energijsko stanje – njena zmožnost tvorbe vodikovih vezi z drugimi molekulami se 
zmanjša. Z drugimi besedami, voda je kot akceptor in donor vodikove vezi uravnovešena 
sama s sabo, medtem ko DMSO in acetonitril v mešanico prispevata samo akceptorje 
vodikovih vezi. Predvidevamo torej, da je zmožnost tvorbe vodikove vezi z baznimi pari 
poglavitni razlog destabilizacije DNA. DMSO tu prevlada nad acetonitrilom, ta pa nad 
vodo. 
DMSO kot zelo dober akceptor vodikovih vezi močno interagira z vodo, kar ima 
dehidracijski učinek. Tudi to lahko štejemo kot destabilizacijski efekt – interakcija vode z 
ogrodjem DNA igra pomembno vlogo pri stabilizaciji njene strukture. 
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6 Zaključek 
V diplomskem delu smo preučili vpliv dveh organskih topil na stabilnost dvojne vijačnice 
DNA. Uporabili smo zaporedji DUE L in DUE M, ki sta 13 baznih parov dolgi zaporedji na 
mestu oriC kromosoma bakterije E. Coli. To so zaporedja, pri katerih se začne razvijati 
kromosom E. coli med procesom podvajanja. Kot topila smo uporabili vodne mešanice 
acetonitrila oziroma DMSO v različnih volumetričnih deležih. 
Obe uporabljeni organski topili destabilizirata dvojno vijačnico in jo pri višjih 
koncentracijah popolnoma razvijeta, pri čemer je destabilizacijski učinek pri DMSO večji 
kot pri acetonitrilu. Destabilizacija sekundarne strukture DNA ni neposredno povezana s 
spremembo dielektrične konstante topila ali dipolnim momentom molekul topila, zato 
sklepamo, da je vzrok za opažene učinke v interakcijah med molekulami topila in DNA 
oziroma vode. 
6.1 Nadaljnje raziskave 
Ker nas je pri raziskavi vpliva dielektrične konstante topila na stabilnost DNA motila 
sposobnost topila, da tvori vodikove vezi z baznimi pari DNA, bi v prihodnje izbrali topila 
različnih dielektričnosti, ki pa se v sposobnosti tvorbe vodikovih vezi ne razlikujejo preveč 
od vode. Uporabili bi na primer topila, kot so metanol, etanol, trifluoroetanol ali ocetna 
kislina. 
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